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"RESUMEN"

El presente trabajo de investigacién tedrico-practico tuvo tomo
finalidad realizar un estudio en ura poblacion sana dirigido a
detectar algun- (os) caso (s) de Hemoglobina (s) patolégica (s) vya
que éstas son causantes de algunas malformaciones eritrocitarias y

otras complicaciones.

Para tal fn se realijzé primeramente uneg irvestigeszidn
bibliografica de les casts y aspectos mas representstivos  del
tema. desde sus inicios hasta sus Gltimos hallazgoes. Asimises sae
investigd acerca de los diversos métodos experimentales de cus se
dispone=n en el laboratorio para detectar éste tipe de
anormalidades como son: Cromstograffa., Curvas de Solubilidad,
Inmunoelectroforesic. Espectrofotometria, Microsconia Electrédnica
vy otras pers especialmente acerca del método electroforetice del

cual npe svudsmoz En ésta oasibm,

Fai'a paodesr realizar éste estuvdio en la poblacidn seleccicnada  se
tomé una muestra aleatoria de sus 1ntegrantes = quienes c& laz

aplicé una encuesta individual para indagar acerca de suz  hatit o

y antecedentes familiares mas importantes. asimismo les Fué toms s
una muestra de sangre la cual fud analitedd electroforéticamsr'e

as{ como en otros dos aspectos importantes.

Los resultados de los andlisis efectuados a la muestra de la
poblacién fueron resumidos Yy tratados asf como evaluados vy
discutidos para finalmente concluir acerca de los mismos, asi camo
de la importancia de realizar éste tipc de estudios en coblaciones
en las cuales no es de esperarce una clta incidsncia ‘e

hemaglobinas anormales.



I- GENERALIDADES

De 1los compuestos orginicos, une de los mds  estudiades.  a
profundidad por ‘su-importancia desde el punto de vista bioguw mico
genédtico, evolutivo y filogendticeo es la Hemoglobina.

L.a Hemoglabina.es un compuesto de cardcter  protélico de F_m’ma

tetramera y cuyo peso molecular equivale a 64'450 Daltons. (1).

Esta formada por un grupe Hem y una parte protéica Globina, el
primero constituye tan solo el 4% del peso total de la molécula
{dentro de éste porcentaje estan inclw dos un 9.4% de Fierro y un
3.4% de protopotfirina I1II)., el 96% restante corresponde a la
globina gue tiene cuatro cadenas polipepiidicas: Dos "alfa" con
14! aminocAcidos vy dos "beta" con 144 aminodcidos cada una (1),

Lta estructura basica de la melécula de Hermoglobina v la
interrelacién de los comooneri=s protéicos con  grupcs Hem =e
reveld por los estudios de Petruz y colaboradores por difraccidn
de rayos X en mioglobinas de Caballeo v mas tarde en la hemoglobina

humana (1).

La mplécula en subunidades de glcbina cada una de ellas ligada -a
ur grupo Hem presenta cuatro estructuras: (!).



1.~ ESTRUDTURA PRIMARIA: HE Es la: ':impl‘é s secﬁgncia de

aminnﬁcidns un:dos por enlaces peptd dx:ns.

- ESTRUCTURA‘ 'SECUNbAR!A: " ... Formada por cientes de

"amlnoicidcs que sufren un arreglo - en el Espacié de la
i alFa-!‘élzcE y: por uniones-de Hidrégeno gque se establecen

. dentro de la misma molécula.

5.— ESTRUCTURA TERCIARIA: Los aminodcidos se disponen en el

4.-ESTRUCTURA CUATERNARIA : Es la configuracidn en el

espacio en forms lineal (helicoid:l) o en curve. dejando

etpuestas en 1z superficis & los grupos polarsze v en la

parte interns & logE no pola-

1

e=pacio de la molécula entera. su  forma glebal y su
ciztribucién tatramérizas coms lo muectra la figura No. 1.



FIGURA NUMERO 1

ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LA HEMOGLOBINA (38)

ATOMO CENTRAL DE FIERRO [ rraca uHEME
MOLECULA DE OXIGENO P/} CADENAS ALFA (141 a.a.)

EFZ canenas sETa ues o.an



Las cadenas polipeptidicas se componen de porcionee alternadas
helicoidales, la porcién helicoidal se designa por las letras “A”
a la "H"  empezando- por el *“N" terminal y las porciones no
-helil:uidales [-1-3 deéignan por las letras de las dos helices
helicoidales adyacentes (1).

Las cadenas polipepti{dicas alfa. beta, gama y delta difieren entrs
st pot la natl;lraleza, namero y temafo de 1los aminodcidos. las
cadenas #lfa tienen 141 aminoicidos. las beta 146 =1 igual que las
gama pero difieren en 36 amincicidos respecto a las beta. también
las delta tienen 146 y difieren de las beta en tan solo 10
amincAcidos (1),

El grupo Hem que se encuentra en cada &tomo de globina consta de
ur sistems porfirinice con un dtomo de Fierro en forma ferrosa
fijado en el centro a traves de la unidn de cuctre anilles
pitrr&licns (1),

Le funcidén de !z hemoglobins ectd { ntimzmerte relacicnada con la
disposicidn de las cedsras polipeptidicas y por las interrelacicors

e ure é&=tes, formandc unicnes de dos tipos:

a'.- Alfs, Eet: v Alfa, .- Llamado el contacto ‘@imérico,
farmado peor I4 residuos de aminoacides con uﬁi»unes r'e
tipo hidrofébico,

b)) .~ AlFa‘ Beta2 y ﬁl{:a2 .~ Enlacados por 19 resi quus de
aminoAcidos., éste contacto permite»a 1‘5‘_;adena tener. un
movimiento de deslizamiente :durante beli pi’ncesor de
oxigenacisn. : o



Se ha visto que el tetramero de homaglobina se puede encontrar en
el estado de oxihemoolobina o como desoxihemoglobina, éstas das
conformaciones se encuentran en equilibrio y difieren en su

afinidad por el oxigenc (1).

Los contactos Al{-‘a‘ Betaz y AH‘az Eeta 1 son los responsables

de la interacciédn he-hem (oxigenandose un grupo hem se facilita la
oxigenacién de Ios otros) y en gran parte del efecto Bohr
(Captacidn de H'para ayudar a la estabtilizacisén de la
confarmacién desori de la hemeoglobina), ademds cuwando las cuatrn
cadenas polipepti dicas se ensamblan pare formar un tetrdmero, no
lo hacen justamerte y se forma una cavidad en el centro de ‘a
molécula, permitiende qgue @en écste citio se acomode el 2,
S-difosfoeliceralden do ayudanco a estabilizar la conformacién

desoii de la homoglebina (1),

Cada molécula de homroglobina humans esta  formeda por cuatro
cadenas polipepti dicaz. er la hompglcbinas, A4 dos cadenas son alfs
v =1 segundo par son bsta. En la hemoglobina Az el primer par  es
alfa vy &l segurdc es delta. para le hemoglobina fetal dos son alfa

y el segundo pa+ son gamma (1),

La sfntesis de una cadena polipeptidics esta bajo control gerégtico
y €8 posible que cada tipo de protefnas sea determinade por su
correspondiente gen estructural. La informacién para que el
producto sea sintetizado es llevada del gen estructural a los
ribosomas por el RNA mensajero, de aguw que la sfintesis de caderas

polipentidicas ocurra a nivel de ribosomas (1).



£l control de la sintesis de  cadenas polipeptidicas para la
hemuglobiné'invnluﬁra algunas situaciones especiales. La primers
es quefcada,geny estrui:tural opera de modo independiente, al finpal
la‘ﬁolﬁulaisex compone - de dos ‘pares de cadenas formando el

tetramero. -

L& segunda es que en el eritrocite normal del adulto hay tres
tipos diferentes de hemoglobina que difieren en su concentracidn.
También es caracteristico en la sintesis dehemoglobina el cambio
en la oroporcidn de homogleobina A4y Fetal, finalmente la
proporcién en sl ntesis de un tipo de cadema estA como en los
si ndromes talasémicos afectada por la pressncia de un gen gue
acta como un posible represor sobre la sintesis de algan tipo de

cadena (1).

Er el individuo normal los dimeros de cadenas alfa, beta y .- gamma
se farman en proporciones diferentes y se combinan, dos de un tipo
{ &« ) con dos del otro « g ) para formar -las hemoglobinas

mormales, segun lo podemos apreciar en la tabla No. 1.



TABLA NUMERO 1

TIPOS DE HEMOGLOBINAS NORMALES. CADENAS DE QUE ESTAN FORMADAS

Y ALGUNAS DE SUS CARACTERISTICAS < 39 ).

HEMOGLOBINA CADENAS CARACTERISTICAS
At AlFaz - Hemoglobina del adulto normal ocue
ﬁetaz constituye del 97 al 98% del total

de la hamoglobina.

Az AlFaa - Del 0.5 al Z,8% de la hemoglebina
Delt:az total en el adulto.

F AlFaz - También llamada hemoglobira fetal,
G:—-maz es predominante es el nacimiento v

se reemplaca casi totelmerit= por la
hemcglobina At durante los primeros
meses posteriores ol recimiernto. En

21 adulto ozcila entre 0.2 y 2%

Gowers 1 ‘Epsilcn‘ Hemeglabina embrignaria. s€
encuentra hasta en 17 en embricnes
de 6.3 cm. de largo, desaparece

después del segundo mes de gestacidn

Gowers 2 ) élFaz Se .encuentra en menor proparcidén gue
»Epsilnnz la Gewers 1, en . embriones de 6.3
cms. de largo estd oresente hasta en

0, 5%.



Es interesante notar que durante la etapa embriocparia en los
primér‘usydas meses se han detectado las hemoglobinas Gowers 1y
Gowers 2. La sintesis de las cadenas épsilon cesa al final del?
tercer mes de desarrollo embrionario, siendo reemplazadas por la
hemoglobina empieza en el feto y se completa en el quinto o sexto
mes despuwés del nacimiento. La sintesie de cadenas &lfa permanesce
constante. pero cerca del sexto mes de vida fetal las ceder.-s
gamma cnrrfien:an a degcender mientras que la c<sintecis de cader «¢
beta empieca a ascender (39).

A los seis meses del nacimiento permanece una pequelia cantidad de
hemoolobina fetal, persistiendc en la edad adulta una mdnima
porciédn (menos del 1.7%43. Al mismo tiempo 1la sintesie de  loe
cadenas beta se encuentrs en pleno punto éptimo psra former asi la
hemoglobina A1 que es la que se encuentra en mayor cantidad en

los adultos (39).
Lo anterior podra comprenderse mejor con la grafica Ne. !,

Con relacidn & la hemoclohina existen diferentes psastolodias o

af ndromes catactericeticns, dentro de leoe cusales porsmos selzlar e

--garan trascendsnciz = lars hemcgictineopatias vy talasem:ie=. Ast
tambign eitieten una gran variedad gz trastornes con relacid-e o)
eritrocito aque implican su lisic, deficiencias encimaticrs.

etcétera, que conllevan a cuadres clinicos de snemi#.
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IL- HEMOGLCBINOPATIAS. TALASEMIAS Y OTRAS PATOLOGIAS GENETICAS
HEMATIE.

I1.1.- HEMOGLOBINOPATIAS:

Se definen como hemoglobinopatfas todos aquellos sl ntomas clinicos
en lgs que existe como base una alteracién estructural o funcional
de la molécula de la hemoglobina (2).

La historia del descubrimiento de las hemut_nlobinas anormales  se
remonta al afo de 1910 cuando J. B. Herrick, médico de Ch‘icagn,
observws la presencia de glébulos rojos en Fnbr’m'ar de Hoz
(Faleiformes) en la sangre de algunos negroes a anémicos. De . ahf
surgiercon las observaciones del fendsmeno dev ‘.’Falcifn}'maciﬂn,
demostrando tanto Enmel como Hahn y Gillesple por métodes
diferentes, que la baja tensién - de " “oxigeno _ induce - 1a
transformaciéon de gldbulos rojos en células con forma de Hoz:12).

Para 1923 ya se sabl a gue éste fendmeno aparecla como - un  rasgo
autosdmico dominante y mas tarde se demostrd gue 1a dotacién
heterocigota de los genes daba por recsultado el Vr'asgu y que . una
dotacion homocigota o oducia la enfermedad (2).

En la década de los treintas se distingue la drepanocitosis
tanemia falciforme) de otre enfermedad de la Hemoglobina. 1a
Talasemia, término introducido por Whipple 'y Bradford,
caractericada por la extrema poiquilocitosis y eliptocitosis en la
sangtre periférica de pacientes,. proponiendo: Caminopetros que dicho
padecimiento es inherente a un gen Mendeliano recesivo (2).

[{¥8)



tas imvestigaciones de Aambas .enFermedades continuaron sin
interrumpirse hasta profundizarse cuando Fauling e Itano, en 1939,
separan’ electroforéticamente das bhemeglobipass. La "S* HBS) «
mnormal de pacientes con falciformacidén y:.la fe. ( HbAz ) gue 1]
eleva en talasemia mencr, padecimiénto muy frecuente en nifes
anémicos Italianos (). ‘ ‘ '

A partir de los estudios electrofordéticos de Hemoglobking "S"
realizados por FPauling, Harvey e Itano, se avanza rapidamente en
el conocimiento de la secuencia de aminoacidos descubriéndoss  la
.alteracién molecular de otras hemoglobinas anormales como se vera
mas adelante, conociéndose hasta la fecha mAs de doscientas,. cada
una con cambios especificos en sus  cadenas  bien s2a =113
sustituciedn, adicién o delecién de uno o mas aminocaAcideos o bien
por otras situsciones (T7.

La =zustitucién de al-unos amin urss de las csdenes de

a
n
i}
a3
o
-
Q

1z molécula dd 2 menucs cong cres  dracticas

sy estructur:s v Ffuncidn. provozanan ung Insstabilided o
de su afinidez oor &l ocidgeno: sun en helerczicotos en
lz mutznte pusds comarender & une poouels oorcidn del e der ta
rolécula. Generalmznte en éztlos zssos se producs=n &fectzz en 54

funzidn y estabil:idad por 1o gue se presentan ancrmalidades

clf nicae ().

“uz



Aas alteraciones de la estructura primaria de la- moléeula. -de
hemoglnbiﬁa ;. pueden afectar cualesquiera de las cadenas
.pnlipept!; dicas, en consecuencia la funcién. de  una hen\nglnbiha
anormal depende no solo del tipo de la cadena afectada, sino
también de la parte de la cadena en gque ésta alteracien »sé ha
producido, vy la mas importante, la sustitucién de un aminecdcide:
hidrofébico por un amincdcido polar (caso de mutacién mis
frecuente) modifica enteramerte la estabilidad. cohesidn y
solubilidad de la molacula. En términos generalecs las
heaoglaobinopatias san el resultado de las mutaciones del ADN, (41),

La repercusidon clinica de Ias hemoglobinopatias es muy variada:
Algunas veces no existen sf{ntomas clinicos tanto en portadores
homocigotos como heterocigotos, en otros casos aparecen signes  de
anamia hemolitica solo en pacientes homocigotos, mientras que en
los heterocigotos estan libres de si{ntomas (Hemoglobinas S, C, BD.
¥y E)y, ¥y hasta hav ecasiones en las gue solo los portadores
heterocigotos presentan hamdlisis atentuada (Hemoalobina  Ka1lnd
(423,

Estas diferencias dependen si la lu:alizécién del trastorno en  la
molécula de hemoglobina modifica o nd la estabilidad de la misma.

En.general hay una sustitucién de un aminu&ci‘dn pm" otro &n una ce
las "cadenas ~peptidicas de la .glabina;  las .. cac_lénas n_lés
frecuentemente afectadas son la alfa‘ Y la' beta y_ Br . Mas . raras:
ocasiones las gama o las deltas 'Ult'imameﬁte se han_ubser'vaqai'la
ausencia de uno o mAds amonoicidos asi como el alargamient;.c) 'aé las
cadenas. peptf dicas, existen ademis hemnglobinnpaﬂ. as consistente-s
en la formacién de un solo tipo de :adenas {por ejemplo ,tenemns 1a
hemoglobina H con cuatro cadenas beta o la hemuglnbina de Bau't cnn

cuatro cadenas gamal) (42).




Las hemoglobinas anormales pueden clasificarse

grupos generales:

en’

ecinco  grandes

1.-HEMOGLOBINAS ANDRMALES POR SUSTITUCION, PERDIDA O ADICION DE
UNO O MAS AMINDACIDOS: : K

A).— POR DELECION 0 SUSTITUCION DE AMINDACIDOS

ALFA @1 (&),

J-TORONTO
1

G=-AUDHALL
TORIND
J-CERDERA

¥ X1CO
L-PERSIAN GULF
G-FHILADELPHIA
STANLEYVILLE 11
CHESAPEAKE
J-TOAGORTKI
KOELLIKER

J-PARIS
J-MEDELLIN
G-CHINESA
J-FERRARA
RUSS
NORFOLK

UBE It
G-NORFOLK
J-BROUSSAIS
MANITOBA
C-INDOMESIA
G~BALTIMORE

EN - LAS CADENAE

J-0XFORD
MEMFHIS
G-HONOLULU
SINAI-SEALY
SHIMONOSEK I
M-POSTON
ETOBICORE
N-IWATE
J-CAPETOWN
DAKAR
BIBBA

(143



B)

TOKUCHI

c

SIRIRAT
J-BALTIMORE
E. SASKATOON
B~ TAIWAN-ANI
PHILLY

- 1BADAN
DHOFAR
M-SASKATODN
BRISTOL
SEATLE
STANLEYVILLE
D-1DADAN
AGENIGY
M=HYDE-PARK
N. BALTIMORE
YAHIMA
HI1JIYAMA
HOFY
C=WOOLWICH
R-DURHAMI

*~ POR DELECION O SUSTITUCION DE AMINDACIDOS
BETA: (&),

s
C-GEORGETOWN
PORTO ALEGRE
D—-BUSHMANN
FRE1BURG
GENDVA
HAMMERSMI TH
&~COPENHAGLIE
HIKART
ZURICH
M=MILWAUKEE
C—HARLEM
J-IRAN

SANTA ANA
SABINE
BOAKRIDGE
KOLN

ANSAS

D. PUJIAB
WIEN
KENWDOD

EN LAS CADENAS

C-HARLEM
G-SAN JfISE
SOGN )
G-COUSHATTA
E

TOCAMA
G-GALVESTON
J-BANGKOK
N-SEATLE
SIDNEY
J-CAMBRIDGE
KORLE~-BU
G-ACERA
BORAS

GUN HILL

N

KEMPSEY

NEW YZIRK
C-ARABIA
HOPE
RAINIER

“us



C).— POR DELECION O SUSTITUCIDN DE ﬁMINdACIDDS EN LAS CADENAS

GAMMAT (&)
F-TEXAS 1 F-TEXAS 11 F-ALEXANDRA

HbF—JAMAICA HbF-MALTA - F-HULL

D).~ POR DELECION-O SUSTITUCIDN DE. AMINDACIDOS EN LAS . CADENAS
DELTA: (4).

Az SPHAKIA ' Az FLATBUCH A_" BARINGA

2.— SINDROMES TALASEMICDS: Son provacados. par reduccién. en el
grado de Sf ntesis de una o mas de las cadenas ’ de los ' péptides,
como consecuencia de mutaciones - o pdr;'carécter . hereditario.

Coma ejemplos tenemes:

a).— TALASEMIA LADTIANA DEI.TA—BETa QI\QBBY
a-glub:na 1o cual incrementa la

;qaus;da por . la

desaparicidn de genes be

sintesis - de-la hemnglobina Feta y El puntu dei,rdptuka,

en éste caso es:f sumilar

presenta en- la
talasemia dElta-het 51 iliana. : !

B).~ TALRSEMfA —32 (C—A) (1992)1 Se pFEsenté ‘camn; ‘una mutante
de 1la bnta—telassmia en un: niﬁn' Chinn cuva ’p;dre oo

‘Taiwanesa. (e

us



3+~ ALTERACIONES gy g MeCANISMO NORMAL DE SUSTITUCION DE LAS
CADENAS POLIPEPTIDICAS, ESPECIALMENTE DE CADENAS GAMA POR BETA, EL
€ASO PARTICULAR DE LA PERSIBTENCIA HEREDITARIA DE HOMDGLOBINA
FETAL (HPFH) . (8)

Durante la vida adulta es normal la persistencia de wuna {nfira
parte de Hemoglcobine fetal dentre de las Células cangulineas, La
persistencia ( 0 €n &lgunas ECSZ1ONEs reaparicién ) €8  encuert a
por 1o general en e] desarrollo de hemoglobinopatfas zgudas, pero
tambiér puedez precsentarse en  susencia de cuslcuier ef nte-a
patoldg:co. delimitando ) gruce cde 1la asd  llamsda opersistentia

hereditaris de hempolicbina fetal. (8)

Se han reportade casos aisliados en super ( HPFFH. ) .+ - gama-bsta
debido a una meotacidn especifica G-202 bp 5 sobre 1a cubierta del
gene 6 cama, er su regidn de maver control de l:= enpresiéh ge  la

manifestacién de éste agene, 3}

4.~ HEMEPATIAS: Son  aquellescs hemnqlobinasr‘ﬁug

defecto en el grupe Heme ya se& par  algura’’d "lsiodientes

razanes:

&).— Alteracidn en la unidn del Fierro con la-porfirina; . como

ejemplos tenemos: Las Hetahsmngiﬁbiﬁém/éér lyal . Eea

corgenitas o adauiridas).

La Sulfohemcglobina v la nataﬁémalbdﬁihér(.é Y
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b).- Alteracién en el .grupo de las panxrinas (pnr-Firias- y
porfinurias) (6). i : o

e).- éltera:ienen el'niét:abblismn de -las iporfirinas.y  del
Fierro: Defectos de slntesxs en anemxas siderocarésticas
o aumento en el depésltn de Fierro ‘e'r{_ hemnsidernsis o

. Hemocromatosis. (&) '

S.— DEFECTOS EN EL METABALISMD DE LA HEMOGLOBINA, INCLUYENDO
ALTERACIONES EN SU CATABOLISMD. (&)

Existe otra clasificacién atendiendo a los trastornos fisiolégicos

que puedan provocar, la cual es igualmente valida:

1.~ Hemoglobinas que producen distursif_m de los-eritrocitos

2.~ Hemoglobinas con aumento por la ;Finidad pr:m_‘v el .oxigeno

- Hemnu]nbina! :oﬁ' disminucisn '.:i'pc‘u-' “1a’afin

el
‘ot genn. :

4= Herﬁd‘glcrnb‘:_lna’s'.as‘cﬁ:iéﬁas qpnhgtahemgglub‘inet_ﬂi;

S.- Hémnti;lnbi‘ﬁas ‘Inestables.



Caas  woHemes  apreciar, lza tecnologfa actuwal v los avances
Ciantificos han permitido descubrir gran variedzd de hemoglobinas
znormales; haciendo incapié en que la mavor parte de éstas. ce

en individuas de ascenden sfricana =] asiatica,

ambientales sobre 1a

nde tal  ves lo=s cambic

manifestacidn de ciertos genes y en su secuencia de nucledtidos:

situacidn cgue genera al tranceribirse v traducirse &
inforrscidn, una z2cuesncisa de emincdcides slterada en las cadenas

de globina.

Entre las hemoglobinaz anormales recientemente descubiertas 'y

alteracicnes patolégicas asociadas con éstas tenemos:

a).— Hb Az: Se encontrd como componente mayo?ifariu én “la
cangre de 15 nifos. ( de una muestra alestoris “da una
poblaciv§n escolar de 4546 ) en el valle de Jorﬁan; Esf:’a;;
15§ casas representan tan solo un 3.3% de la ’pob!a}l‘:‘i:Sn
muestreada (1991). (23) o 2l

") .= Hemoglohins H: Se encontrd en +res nmismbros
familia Ifaliana asf{ como 2n wna mujer blanca de

de erfgen ng asidtico. (17 (27)

En el primer caso (1990) se determird oue . la - annﬁallaQ
fue provocada por la  desapariciéen de tres . .éenss
alfa-globina. encontrArndose ademAs otres tres migrﬁbfurs'
de la familia con persistencia hereditarlaf”'de.
fiemoglchina fetal (HPFH) mientras que un niffo de'l'l"aﬂn-:{
de edad (miembro de ésta misma familia), reunfa  Ambos

padecimientas. (17}
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dre=

e).-

£).=

En el segundo caso 11989) .la enfermedad se manifestd con
una seveyrida‘d mbderada.,'El marcado de los genes demostrd
que -la anomall a fusé causada por la aspciacién  de  dos
grup.cs ancrmales. de ':génes alfa-glabina sobre el

cromosaoma 1&.

Estos datos ilustran la neczsidad de estudies frecuentes

a nivel molecular para el diagndstico. de éste ;S grupo
heterogéneo de enfermedades._

Hemoglobina Alfa 58 ( E 7 ) : - 'Donde .l1a histidina
reemplaza a la Tirosina. (19893 (13) -+ ! -

Hemogleobina Beta-b6: Glu taoma el
(1989). (13) ’ PR

Hemoglobina Beta-2s (B 8):.También Gl

la
Lys (1989). (13
Hemoglobina Chandigarh (1989)%.Se encontréien la . India,

en un {individuo de 35 afios’ de-edad,
talasémico. (20) ! :

2oy

padre ide’ un: ' nifio-




11.2.= yp AsEMIAS:

Son transtornos de tipo hereditar‘iu e'
la sintesis de alguna cadena normal d

de algan tipo de hemoglobina anormal. (2):

Por lo general la cadena afectada es la beta ﬂjbgéa ‘talasemia) y
raras veces las demas (alfa talesemia 'efc.). La - desigual
produccion de cadenas peptidicas arigina' un trasternc en' 1a
estabilidid de la hemoglobina va «dque las cadenas presentes en
mayor cantidad no encuentran "pareja” para asociarse, precipitandaq
a;l en los eritrocitos e incluso en los eritroblastos, trayendo
como consecuencia la rapida deztruccidn de las células defectuosa
(42) .e incluso se ha reportade una dificultad en la capacidad de
llenado dela vegiga (Hipostenuria) debida probablemente a que al
pulimerizar la hemeglobina S se propicia una oclusién

microvascular de la vasa recta de la médula renal (14).

Las talasemias se encuentran entre las alteraciones genét:u:as mas
extendidas por €1’ mundo. -

Lé al#a ‘talasemia, la beta talasemia, 1a5 hemnglobinas E .y
Constant Spring son mutaciones comunes en el sur-,estel de’ asia
{(29), asi por ejemplo en Taiwan los caseos der alFa talasemia son
alteraciones genéticas no poco :umunes,;dn‘nde's‘e‘ ha S utilizado (en
los 'estudios efectuados) wune preparacién.'de hemncl‘cb»:lna H
modificada para estudios de prevalencia los cuales :revelaron una
incidencia global de 3. 47 v esper.tficamente una incidencia de 0.4%
en los individuos de ascendencia China y de 4% en las vde origen |
Taiwangs. (26) '

24y



De la misma manera, otros estudios que se reportan realizados en
uma poblacién de la India (Dungapur, distrito de Rajasthan)
revelaron ‘una incidencia total de 2.4% en la poblacién muestreada
(2), mientras gue otro n;tqdiu realizado en niffos de un poblacién
escolar del valle de Jordin révelo la persistencia de 3.3% de beta
talasemia menor, 3.5% de alfa talasemia, 0.44% de drepanocitosis
as{ como 0.89% de eliptocitosis hereditaria. (23)

E' diagnéstico de talasemias y de 1los portadores de algunas
hemoglobinas anormales son determinantes en la identificacién de
parejas de alto riesgo guienes debérén ,pre\rer Lun .eétﬁdiu. como
diagnéstico prenatal. (29) : o - SpsiL T e

La determinacién de cualq'uie.' enFEl medad talasému:a tales como . la
enfermedad por hemaglehina H, hnmu:igosis en la beta” talasemia 'y
la conjuncién de beta talasemia‘cnn i.HDE . puede llevarﬁe a cabo
facilmente a partir de 1los resulta‘_dosi de - laboratorio clfnico,
modificaciones de los {ndices hémataiégicns y de la electroforesis
de hemoglnhir\a. Pero el diagr\bsti:u para los  portadores de
talasemia es cnmbucadd Y en algunas u:asi_nnes ‘son né:ésarias
técnicas muy sofisticadas de slnteéiﬁ de  proteinas in vitro vy
anslisis de DNA (29). ‘

Las talasemias .{ © “anemias’ Hedtterrﬁneas" ) pueden ser
clasiFt:adas de la siguiente maneras .

1.- TALRSEHIA MAYOR: También llamedé i alFa—talasemia -]
enFermedad de Coley, se cara:tariza z pnr' la‘ falta a
deficiencia en la formacién de las l:adenas ‘alfa,’ como
éstas  se encuentran’ ,pre‘senﬁe‘s en las ' hemoglobinas



normales sd’disminutjén'Fa&dFeﬁe’1a3Ftha:i¢n de  cuatro
cadenas ‘igualeé,' si éstés' son gaﬁa se farmarad la
. hemoglobina ‘de Bart (gama 4) y si son beta se formars la
hempglobinéiHi(Eétaf4),'ia'brimera se presenta en el
nifo mientras gue la segunda . es  mas frecuente en el
adulta.’ o

" f.os . homocigotos presentan grandes cantidades de
hemoglobina de Bart v parecen incompatibles con la vida
después de 7 a 8 1/2 meses de edad gestacional. El curse
de la enfermedad es grave (letal), no siendo el tedo

posible un tratamiento.

La esplenectomia puede ayudar, los pacientes infantiles
con esta enfermedad presentan ademas de anemia crénica
hemelftica grave lo siguiente: Esplenomegalia  evidente,
cranspo en cepillo asf come numerosos eritroblastos en =1
frotis sangul neo, amnisocitos.s {(célules de Diana) v
aumento en la recistencia osmdtica de 1los eritrocites.
1) (4

2.— TALASEMIA MENOR (tambien llamada Beta Talasemia) 1 Se
caracteriza por una disminucidn en la sintesis de las
cadenas beta por lo gue la hemoglobina r-\‘ s& encuentra

disminufda en cantidad, habiendo .un edceso de cadenas
alfs éstas se combinan con las delta y gama. produciendn
una . elevacién en los niveles de hemoglobina Az y fetal.

(3 (42)

@33



Esta anemia es prnpia de-los - heterncigotoﬁ.‘ se presenta'
pesar de haber anemia nn/es grave,rai
pesar de una elevada ﬁemﬁlisis. Nu es'rarn laf presenclaf
a!teraciune

en forma atenuadar

de un’ pequefio.; tumor esplén;:n, las'
"dr&sticaEA'

eritrocitos. ne. sun;ta

mayor, sin; embargu
'es;

eratrucitns

ria de

Varios tipns : X:
hemuglnbina etalison-causadas por'la desapari:ién ‘de grupns nde>
genes’ de la: beta—glab hé humana. La mayur parte. de bstas 1esxoﬁes
. de nivel mole:ular revelan una clara relacién en lo que cunciérne

tanto al tamaﬂo como a la localizacién de sus puntos de ruptura.
Esto nos puede indicar mecanismos. comunes de re:ombinaciﬂn Ins
‘:uales son responsables de generar tales desapariciones. ast  por
ejemplo la Talasemia Belga super (G) gamma super (+) (super) [£2}]
(gama ‘delta beta) super (0) es el resultado de una gran
desaparicidn extendida del grupo de gernes beta glabimna en 3’ del
gena super (A) gama. (21) (22)



En la Talasemia Laotiana se determind: el puntn de ruptura 5’ er\ el
IVS II del gene delta-globina, -entr ‘as osictunes 775 a 781,‘ muy
similar al punto de ruptira 5% asem
delta~beta. (18) S

De ésta forma, mediante el marcado d )
molecular, se han podido u:lentif-i:i - dela
hemoglobina, especialmente en pacientes

algun tipo de Talasemia (16&).

11.3.~HEMOGLOBINAS ANDRMALES EN MEXICO:

Los antecedentes que ce tienen er Mekico ‘acerca de individuos
portadores de Hemoglobinas anprmales © con trastornos en  su
s{ntesis se iniciaron en 1250 con la nbservaclén de Moz vy
Lavalle de un paciente con drecanocitosis Estudlﬁ,dﬂ en el Hoegpital
Infantil de México. (4) (36)

A partir de 1960 con Lisker, se efectuaron las primeras encuestas
orientadas a descubrir éste tipo de transtornos ogendticos en
diferentes tipos de poblaciones -y se difundieror las  técnicas
basicas para identificarlos, de manera gue el nuamero de casns

descubiertos aumentsd en forma considerable.  (5)

En consecuencia. la informacién acerca de individuss portadores de
hemoglebinas anormales la tenemos expussta en la tabla No. 2 en la
cual podemos notar que - la variante de hemdglubina anormal en
contrada con mayor frecuencia en nuestro pals es la Hemoglobina S,
localizada prin:lpaimente entre los habitantes de las costas cdel
Golfe y del Pacifico. (5) (32) ,
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El trastornn hereditariu de la Hemuglobina que ocupa el segundo
talasemia, no obstante reportes de
as _anormalidades. (33) (34}

Hgmng lobinas anormales en

ascenden:x ai’

Estudios ’i-‘realizaﬂ‘n 336 personas. "de

revelaran

incidencia;variable de heterncigctos de la
otros tipus de anurmalidades hemoglubl ni:a

Los estudios realizados en poblaciones intrahospitalarias‘ de -
Puebla y Guadalajara revelaron tln solo un 0.34% de hemaglnbinas
anormales (26 casos de 7554 estudiados). (4)

En los pacientes con prablemas de anemia hamoutica,‘ Cla
hemoglobina anormal que se presenta con mayor frecuencia es la
hemoglogina S, identificandose adend s otras dos 1llamadas
hemoglobina Mexico y hemoglobina Chiapas, cuyas caracterfisticas
principales se resumen a continuacién: (&)



1.—Hb MEXICOs

a).— Migra mas rapido que la HbA en E_lectrDFOFesis eﬁ
papel a pH=8.6. -

b'e= '‘No se separa totalmente de  la HbA“ﬁen la:
electrnfnresis en papel a pH=6.95 m1entra= oue; tienre
wna velm:idad de migracién :ldéntic:a ar 1a .:de'; 65£a 'a_

C).=~ Las determinaciones :ﬁantitaﬁi?é‘
almidén  en ElE:trnFufésts .
crnmatugraf&a en IRC-50 amber!ita mueatran que.
:nnstituxdas par un 20% de la hemoglubina £
cada casn. o :

2,-Hb cumpasi

Se  ha determinadu que la anomalla de" ésta hemnglnbina ‘se
dnnde'

presenta en la pusici N1 4'de la
ﬁrgznina sustituye ‘a la p

dena alFa,

Desde«e!,punfo'p9 vist roforético podemos d;cir'

siguientes’ n

Tay.-— SE desplaza mas .1 tamante que la Hbﬂ, ‘mientras - qdeﬂ

esplazamenta del :umpnnente A pH'

al:alinn (8. 2) ucilizandn como sopartes papel o ‘gel

ye,alm}dén.




bY.- Si 'se ‘utiliza como- soporte Agar—-gel. se mucve
ligeramente adelante de la’ HhA. .

c).- Solo ha sido descubierta en:forma Heten‘:cigpt_'a‘;nn 1a
Hb Ay al igual que la Hb ﬁé‘:’:‘-‘lcn;’:_sg !
&f ntomas que ncas,inriari-a: al 2
homocigoto ©-en . forma ,,h'e_t'eroé got
hemoglobina anarmal.’’ i e

Sin embargo, s importante :t:‘o‘nobcé‘r,,‘,l_.“:’a .
Hemoglobinas anormales en una poblacisn san
Ciudad de Méxice y.. &rea  Matiopolitana;.’
frecuencia v signicicaﬁéié. S

cidencia - de
“de 1a




TABLA NUMERO 2

LISTA DE HEMOGLOBINOPATIAS Y TALASEMIAS ENCONTRADAS' EN MEXICO (6)

 NOMBRE No.CASOS ORIGEN ETNICO

MEXICO (a0 54 GLI-GLY) 3 MEXICANO
CHIAPAS {a 114 PRO-ARG) 2 MEX ICAND
TARRANT (a0 126 ASP-ASN) bt MEXICAND
S (B &6 GLU-VAL) 212 ME X ICAND

AFRICAND

HOLANDES
C (3 & GLU-LYS) - - e i 11 MEXICAND
6-3AN JOSE (7 7GLU-GLY) 1 MEXICANG
J-'BALT¥HDRE ¢ 2 15 GLY-ASP) 1 MEXICAND
E (B 26 GLU-LYS) . 1 MEXICAND

FANNIN-LUBBOK 1 MEXICANDO
(? 119 GLY-ASP) . i

RIYADH (2 120 LY_S—ASP) 3 MEXICAND
D-L0OS ANGELES (3 121 GLU=-GLN) 1 MEXICANO

@0



‘TALASEMIAS: ;
ENFERMEDAD H s “ MEXICANG
ALFA-TALASEMIA S Tle T mexicenD
BETA-TALASEMIA HOMOCIGOTA 5 MEXICANG
BETA-TALASEMIA 1_"7" Sl LIBANES. _  xE

2 MERTCAND

TALASEMIA COMBINADA CON Hb :
B ' LIBANES.

HBSSHPRM e o o i  MEXICAND
HBE-TBLASEMIA - = " S0 MEXICAND
MPFH - - MEXTEAND

s 1- )



111.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO PARA LAS HEMOGLOBINAS NORMALES Y

ANORMALES.

Las técnicas empleadas para el diagndstico e identificacidén de las
hemoglobinopatis= son maltiples y desde luego, unas mas confiables
o mas elaboradas que otras. Entre las técnicas mes comunes

tenemos las siguientes:

1.~ CROMATOGRAFIAI Se utiliza la t®cnica en  ceolumna, los
adsorventes recomendados sont DEREE celules2, amberlita IRC
50 asi como la carbonimetil-celulosa. (&)

Meediante éste método se han encontrado altos . niveles - de
hemoglobina fetal en pacientes con sindrome mielodisplastico
(MDS)Y (25), )

2.~ TECNICAS DE CURVAS DE SOLUBILIDAD O AFINIDAD POR EL OXIGENO:
Cuando la Hemoglobina se transforma de sw forma reducida a
oxidada debido a un tratamientc a diferentes presiones
parciales de okigena, se obtiene una curva de tipo sigmoidea,
la cual varia cuando se trata de otros tipos de hemoglobina
(ver la grafica No. 2 ). (&) (4%)

3.~ INMUNQELECTROFORESIS ¥ DIFUSION SOBRE GEL. (&}

(223



4.~ EBPECTROFOTOMETRIAY Las diversas hemogleobinas presentan  picas
de absorbancia a diferentes longitudes de”bnqéi

las. cuales ‘se

hacen mas evidentes en la regién del &

S.- MICROSCOPIA ELECTRONIGAt Es - de A
formacién de cristales de Hemoglobima . vanemia

falciforme.

&.- TECNICA DE HIBRIDACION: :Se ba
renpaturalizacidén de las; cad‘n

método se han logrado detecta
cadenas. (6) 3

8z}
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GRAFICA

CURVAS DE SOLUBILIDAD O SATURACION EN OXIGENO
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7.~ ELECTROFORESIS: Es uno de los métodos mas completos ya que la
mayoria de las hemoglobinas anormales - pueden ser
identificadas.

De acuerdo con la carga eléctrica que presente la hemuglrnbina
en estudio serd su corrimientoc en un campo electroforétic

En particular, éste trabaja esta ariéntada a" réalizaqr‘
anrilisis electroforético por-lo cuali se’tratarkie m
-mayor profundidad posteriormente. (15) (28)

8.~ RECIENTEMENTE SE HA VALIDADOD UN .sfSTEl’{!(-\ :
cual relaciona la significancia de los s { ndr(
con la deficiencia de Fierro. Dicha™“validacién

detectar Talasemias y hemnglobinopatfas :en-.

1490 varones en un laboratorio.

Todos los B4S5 casos de microcitosis encontrados ‘ent‘re’ éllvcis
fueron utilizados para estimar las frecuencias reales de los
grupds de diagndstico asi como identificadons por elv' EB (Micra
Hema Sereen). La deteccién de microcitosis puede ser Gtil
como un método rapido de obtener y procesar datos de un
analizador automitico. Este puede aplicarse en las discersién
tanto de talasemias como deficiencias de Fierro como una
estimacién primaria dentro del laboratorio o como  un método
de diagndstico computarizado de uns poblacidn. (30

84}



1.1~ METODO ELECTROFORETICO:

La electroforesis es el estudio (analitica) 'del mnvimiéhtn de
moléculas cargadas en un campo eléctrico. La t‘:ni;a'iue, hé';sidd
utilizada por los bioguw micos por lo menes . durante (los’ ﬁitimos

cincuenta afos, es especialmente aplic;bleyénwihgé'Faéte’ acisn y .
antligis de biopolimeros. La migracién 'qe" a 16
campa eléctrico es inFluenciadabpnr Bl +

naturaless ouimica de la molécula. (43)

Las técnicas de electroforesis ' pueden ;S’Et‘ .cla'sAiF:icvada‘sAcnmu

Electrofaresis libre y Electroforesis de zona. |

En la electrofaoresis libre se somete a un campo  eléctrico una
solucién O la macromolécula en un buffer acuoso dentro de una
.celda cervada. La proporcién de la migracidn de las macromoléculas
es ﬁedidc mediante la observacion directa de'la zona limite
de éepara:ién de las moléculas respecto al solvente puroc. Debido a
st-~ios problemas experimentales, causados onprincipalmente por el
mahé}o de las muestras. ( por ejemplo el mezclado de estas debido
a la conveccidn o vibracidn, difusidn de las mismas, etg, ) esta

modalidad de la ele=troforesis no perpite por si misma ser un
buen métoco de rutina analitica y es rara wvez utilizada en la
actualidad. (43)



fas técnicas de electroforesis de zona superan la mayoria de éstos
problemas por el empleo de una solucién buffer saturada asi{ como
un medio electroforético de soporte. La muestra a.ser analizada se
aplica sobre el medio de manera de dejar sobre éste una pequdia
mancha o una banda muy ténue. La migracién de las moléculas s
influenciada por la aplicacién de un campo eléctrico y la
naturaleza L ntima del soporte. AGn cuando es dificil cuantificar
el movimiento electroforético de moléculas en un soporte sélide,
la electroforesis de zorna ha logrado wuna gran aceptacidn ccmo
métode de purificacidn vy deter&.inacién del tamalo de las

biomoleéculas. (43

El movimiento de una molécula cargada sujeta a un campc eléctrica
est4 dado por la siguente ecuacién: (a4z) -

En. la cual:
E= Campo é’lé:tr'icc;; (.en v'c‘n'tbs/cm.'_') E

= Carpa reta. ae 18’ m'n‘/'l’écu'!'a E

£ = Coeficiente - de'kL'Fr'i:l‘c:iﬂh,"""el “.cual. .depende
" principalmente .. de’ 'la. masa ' .y, de la
:unFurmacién ‘de la ma]‘cula. ; ; :

v= velocidad ue,‘lra‘ molécila.

(B



La partfcula cargada se mueve a una Veln:iciad :cunstaﬂte la - cual
depende - directamente de la fueza Eléct?ica’ (E' q){-YV‘!?/E “inversamente
proporcional a la concentracién quE ‘reperl:ute _ien 1a vié:nEiead
(f). L.a velocidad de la mulé:ula :argada s’ determxna medlante la
siguiente ecuacion:. (43) Lo

<
[}
m

q

£

El campo eléctrico aplicado durante la electroforesis (el cual
estad representado en la ecuacién come " E Y )  generalmente  se
mantiene constarte durante el proceso. Bajo éstas condiciones, =1
movimiento de la molécula cargada depende de la relacién

_carga/masa (q/f). Recordemos oue el coeficiente de friccidn de una
.molécula es una medida de su mas:s y confarmacién. (43)

El movimientc de una particula carcada en un campo eléctricc  s2

entiende generalmente en términos de - “movilidad", =p .7, -asi:* la

éx’-_;:liente ecuacidn nos expresa la velocidad por @ unidad’ de campo

eléctrico:. (43)

-]
p=—
F
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TeGricamente, si conocemos la carga eléctrica neta de una molécula
- {q) nos serfa posible ‘medir ~"f" y ‘por ‘lo  tanto obtener la
informacién acerca de la Fé:ilidad de  desplazamiento en medio
acuose y forma de la molécula mediante el estudio de su movilidad
dentro de un campo eléctrico. Pretender . definir ngn oor
electrofaresis no ha sido satisfactorio, principalmente porque 1a
Gltima ecuacién no se puede aplicar adecuadamente al Dproceso
electroforético. Existen factores muy  importantes que no ecin
comprendidos en ésta ecuacién como son por ejemplc la interaccidn
de las moléculas en migracién con el medio de soporte v el
selvatamiento de las moléculas por 1los iones de la solucisén
buffar. Esto quiere decir que la electroforesis no se utiliza
cominmente para conocer detalles espect ficos acerca del tamafio -y

forma de una molécula. (43)

Por el contrario, ha sido . aplicada al anﬁllsxs .de. pu?e*a 8

identificacién dé'macrnmuliculas. Se supone que cada molécula~ dé o

una mes :1a tiene su prnpia carga y  tamafio 'y pm- ‘1o v,tant su -

Vmov1lidad enﬁ‘ un campo Eléctrico sera :aracter&stica.‘ Esta
suposicibn const:tuye 1a base para el erﬂl sxs : y\ 5eparaci¢n“ _por
l:ualquier métada electroforética. La y es " utilizada
espe::almente en el aralisis . ".de am1nu3cidos, i:ar‘buhidr‘atos,

péptidosrpr_ntal nas, nucleétidas v A:idus nucléicos. (43)

El «Factur que var.la en cada métodu ele:trnFurét1:n es el tipo de
medio-de’ snpnrte el cua! puede ir ..desde el papel hasta los
diversos ; t:.pos de Gel.,. A cont'.inuaciOn trataremos el método
ele:té_nf—'drtticu en écetqtb..de celulosa, por haber sido el
utilizado en el presente trabajo. (43}



1112~ ELECTROFORESIS SOBRE ACETATO DE CELULOSA.

Cuando se recurre a ésta modalidad de medio de “oporte
electroforético se procede de manera similar a la cromatografia en
papel; la muestra a ser analizada se coloca como wna mancha o©
banda por la parte media de la tira de acetato de celulosa. Se
conocen dos técnicas para 1a aplicacidén de la muestra, la
aplicacién en seco(en la cual la tira se impregna previamente en
el buffer y se deja secar para posteriormente colocar la muestra)
y la via hameda (en la cual la muestra se aplica sobre la tira
humedecida en la solucidn buffer) . El método en seco di como
resultado manchas mas pequefias pero una mejor resolucidn que por
la via haoeda; sin embargo éste Gltimo método es mas facil de
ejecutar, ademis se recomienda porque favorece la induccién de la
sustancia a analizar. (43)

Posteriormente a la aplicacién de la muestra la tivra de acetate de
celulosa se coloca en la camara de electroforesis de tal forma que
los extremos de aquella gueden sumergidos en contenedores
separados estableciendo una especie de “puente de contacto".
Después se conecta la camara a una fuente de poder y se aplica un
cierto voltaje. (43)



t.a cantidad de tiempo necesario en una electroforesis depende
entre otras muchas razones del medio de soporte, la naturaleza de
la muestra, el voltaje aplicado ast como las dimensiones de las
tiras y con frecuencia se hacen necesarias algunas pruebas
preliminares a fin de encontrar el periodo de tiempe mas adecuado,
sin embargo, para la mayoria de los casos es suficiente de 45
minutos a una hora. (43}

Una vez gue ha concluldo el corrimiento electroforético, el
revelado de los camponentes de la muestra se puede efectuar ya sea
rociando o sumergiendn las tiras en una éulu:ién colorante.

£l reactive empleadu para tal’ eFe:tn dependﬂré desde luego - de - la
naturaleza quimica de'la muestra.‘(43) :

Auvnote la electroforesis en acetatn de :elulusa no 'diFierE mucho
de la electroforesis en.papel cada ~medio de, snpnrte ‘tiene sus
propias caracterfisticas. vy lxmxtantes, ast por ejémplu 1a
electroforesis en papel se utiliza rara vez en la actualidad
excepto en el analisis de pequefias mq]éculas cargadas tales como
los aminoAzidos,pédptidos, vy mucleétidos, debido @ que este tipo
de moléculas presentan cargas pequeffas, la movilidad
electroforética es baja a menos que se apligquen altos voltajes lo
tual complica el corrimiento pues se provoca un exceso de calor
dando como resultado una evaporacién del buffer ast como el secado
de la tira de papel, #sto puede resolverse colocando la tira entre
dos placas de vidrio o ejecutando el corrimiento en una cAmara en

refrigeraciégn. (43)

{40)



tos miltiples grupos hidroxileo de la celulosa (del papel) dan
lugar & una profunda interaccidn entre las macromoléculas polares
y-la tira de papel para electroforesis. Debido a é&stp las
protei nas hidrofilicas v Acidos mucléicos tiender & pressntsar  una
baja mavilidad electroforética. La acetilacidn de 1los grucos

hidroxilo de la celulosa da como resultado el Acetato de celulosa

2] cual meiora concidorablaementes la ceparacidn electroforética 2

il

romoléculas polares. El acetato de Celulosa presenta algunas
o' vas vzhtajas sobre la celulosa. incluysndo un menor tiempo de
aralisis con mejor resolucidn, deteccidn de muestras =0n mas
peguelias debide a un moderado contraste de fondo ast como el use
de voltajes mas bajos, Los aparatos necesarios para  efectuar una
epirctiroforesis en papel o en acetato de celulosa son relativamente
simples y hasta pueden ser diseffados para use escolar. Sin embargo
se puede disporner en el comercic de modeleos practicos v
econdmicas,. (43)

a1y



1113~ ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINA.

Las maléculas de hemoploning &p une enlucidn alcalina tiemen  una

st —xretive ret: v oze masven hacia el Anodo, en un sisteea
elzctrorordtice, a una velecidad proporcional 2 la fuerza de su
carga. Laz gue tienrn una mevilidad electroforética mayor que la
hemoolobine & a4 un pH de C.& &n una selucidén de barbital -.»
conocen como " Hemoglobinas  ranidas “:  éstas incluyen la
hemaZlebine de Tart v las dos mas vrapidas: la Hb“ y la Hb‘. La l—?bc

es la nzis lentzs ds zlohinss corrientes. Citando en ordun

ascendz2nte s 125 ous presentan mayc: movilidad tenemos: HbAz’ H!JE,

Hbg : HS . HE  Hy . Hn oy Hb.

Q

La electroforesis en acetate da celulosa requiere mens

hemclizades, €5 md=z rarida vy pearaite practicamente las  misma

[

separacioresz, la slzciroforesis con gel de elmicddn v en blesue  d

almidbr da unss separaciones mas netes y ez muy wtil para 1

1]

dntima cuantificacidn de la thz(puede.ﬂ rezortarse las ' bandas

phra despuds elwrlas v ne se por =su  denzidad épti:a).pev'amsu
empleo &s mas comnlicede.El gel de agar e, al parecer, el melior

pars la separacicn e'estioforétice ce la th -

FPara la cuantificzcion de 1a Hb“. el método de blocue de almiddn

de Kunkel v Cols (1927) ec tel ver el maz adecuado . (4¢)

Ejemnlos de otreos rétodos gque eon alno mAs cdmordes para 21 trabais
habitusl ‘2n ! lakecratorie clinine =zn e! del csetstec de celulnss
(Marengs Rewe 1945). la cromatografiz de celulosa DEAD (Hiusman v
Dozv. 19615 rfan el o=l de almiddn (Aksov y Erdem. 1945 v con el
gel de ag~r !Yatulis v Cos. 1750, i44)

t42y



Se pueden - disponer de distintos tipus' de aparatos para las
'electrufm’esis ‘de’las hemoglobinas. Se apl:u:a el hemoli:adu a .un
medio de. snpurte dentro. de 1la camara qqe tiene una -’ colucidn

amnrtiguadar vy se, aplica un. voltaje . constante. "Los  diferentes
Comedios y? snluciones ‘varlan en..euanto - a 1a eficacia de 1la
sEpar acién N:mgunn e a la verz prActlr:o Yy adecuado para -todas- las

separa:lbnes y para prnpésitos de” dzferen:iacxén . (48)

Lé electr&Fnr‘gsis‘en ’papé! vfiltl"l? con une selucion buffer de
barbital €s’sencilla y. satisfactoria para el trabajo habitual, vy
da las separaciones indicadas pPrD no’ muestra la th. Una =olucisn
tris permitira la deteccién de pequefias fraceiones de hEmnulubina,

incluyendo la HbAz_.nern es menos - satisfactoria para sgparar la

1a Hb  de la Hby de la Hb (4&).
- ] i

Una caracterizacién final de las hemoglobinas. an;:vmales esta fuera
del al:ance de ‘un labaratorio clinico en trabajns habituale ‘.Hacen

2'ta ‘una- purificacién de 1la hemoglobina anoimal mediantE”'"

electroforesis con bloque de almidén: Experimentns de hibridacmn
para determinar =i la anomalfa estd en la cadena’ alFa T e -l1a “beta
as{ como la “toma de huellas dactilares". En éste ultimn proceso,
las cadenas polipeptidicas se descomponen, mediante digestién
enzimatica, en péptidos, que se’ - .separan- ha:xendn una
electroforesis sobre papel hurr'ontal, 'seguida © de una
cr;:rmatugraﬂa vertical. Este mapa de 105 pépt:dns 'n, "impresién
dactilar" se compara con el de la hemuglubxna nnrmai, Yy puede

localizarse el péptido en el que hay una: anumaua. Luego se ‘eluye
el péptido anormal y se determina =su cpntenida en  amincicidos.
t48) ’ ‘

(43



Ii1 4.~ DIAGNOSTICO PRENATAL DE LAS HEMOGLOBINOPATIAS:

Recientemente se han revisade las pruebas de diagrmdstico para las
hemoglobinopati as mis comunes, de tales técnicas s ha dado. upa
treve descripcidén al inicio de éste capitulo, y se :unsideran
avances recientes en el amklisis estructural de vdiversa-s.
hemoglobinas. (44) : : L

De rutina y como novedad se han implementado. vptr%i:ﬁ
cuales pueden aplicarse en el diagndstico:de ‘anémias:
anormales. : o

Por lo que

respecta al

especi fico de 1las cadenas de
radiactivamente genes de prueba. L
tUn perfeccionamiento de 1a teécnica involucra
selectiva de fragmentos de DNA lo cual né
porciones alteradas sin necesidad de recttxr:ri
aan hasta dos dias después de haber rel:olétf.'t‘_aq:n

ey



Sin embargn, en nuestro pals no se tiene hasta la fecha
informaci®n de algln programa orientado al diagndstico prenatal de
“la hempbglobinopati as, le informacién de la cual wse dispane nos
indica gue tales programas se han comenzade en 1la ciudad de
Rochester N. Y. donde las pacientes han mostrado interds en
conocer su informaci®n genética y las pruebas se han aplicada  sin
‘casto alguno. Cuando se identifica a alyuna mujer como portadora
ésta se encontrara ante tres alternativas: Primera: Si aceﬁyﬁ_&; 1a.
cportunidad de realizarle algidn estudio mis praFundo y su
respective tratamiento. Segunda: Si desea que su parejé tambié‘q
seé sometida a pruebas, en caso de tener un resultado pusiti\‘/‘d -‘sé
recurrirfa a la tercera alternativa: Aceptar algan ‘d.iagnb:st'i:u
prenatal del:bebé. (9) (10} (11} (12) . :

Nq, abétarﬁe,»lu que se puede aprender acerca del  diagmdstico
bréna‘tal‘ Eplicaqo, es poco prometedor, especialmente en lo que se
refiere a"ﬂdiagrbstico genético aplicado, en éste tipo de. estudios
se toman en i:uenta cinco factores principales con la finalidad de
taner una alta confiabilidad al conclulr, dichos factores. som
Tener pacientes j&venes, que tengan la mayor formacién  académica
posible, su conocimiento de tener antecedentes Familiares antes de
su identificacién, copocimiento del padre del bebé acerca de tener
antecedentes familiares antes del tratamiento asf como ser

primerizas. {(10)

Actualmente dichos estudios se estan completando, la finalidad de
los mismos es comparar la eficacia de las precauciones y cuidados
bheicos con la experiencia de especialistas en gengética en
términos de casos positives individualmente tratados, lo
importante de lo0 que aprende el paciente ast rcomo estimar la
frecuencia con la que las parejas se someten a pruebas. (9)

%



,Este tipo de estudius es. de gran 1mpartancia pues estadi sticamente
se ha en:untrado que Um.dns) una de cada 625
pareias de‘ negros corre el'riesgo‘de tener ‘uns bebé con algan tipo
¢ 1¥de 1a -mutacidn de células en

en' “lgs Estados

de talasem:.
hoz es pusible tan s010” en/pu:as hDras. La zona en torno a la
mu‘l‘.atxén Falc:Furme es ampli-Ficada por reaccidn en cadena de la
puhmer asa (PCR) Yy es’ dmertda poar o una endonuc leasa cuyo sitio
especifico de accidén es anuladn por las mutaciones A a T en el
codon & del gene falciforme yylc:s fragmentos anormales resultantes
sezdete:tarﬁ marcandolos con un compuesto bromado después de la
electroforesis. La deteccidén de lacs mutaciones G a A en =) codon &
del geme de la hemoglobina C es sin embargo mas difficll ya.gue no
se énna:e si €] sitio de accién de la endonucleasa es anulado -oO
:readn por la mutacidn y usualmente requiere hibridizacion

oligonucles$tica aleleo-espect fica., (15

Esta rapida técnica de amplificacién a!Elen—Espedﬁ:a pPrmite ‘13,
deteccidén de la mutacién de la hemoglobima C en un tiempo mucho_
mas breve que cualguier otro de los empleadus. para detectar’ 1a
mutacidn en la hemeglobina 5. (15) ) ’

(L1



IN-OBJETIVOS.

IVA- OBJETIVO GENERAL:

Efectuar un estudio electroforético en una ‘muestra de una
poblaciédn thumana residente en el Distrito- Federai = area
metropolitana con la finalidad de detectar a traws de éste mé i ndi:
algun caso de alteracidn en la hemoglobina.

Iv2~ OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Estimar 1la Electroforesis camo mtodo,éFircaz. para " la
separacién e identificacién de hemoglubiﬁas. B :

2.=- Aplicacidn de la e!ectrnFnrems como lrétodn de diagmstlcu_ de
las principales hemnglobinopauas H B E

S.~ Aplicacién de un anﬁlisis

“los .
resultados obtenidos. :

4.- Realizar dos pruebas hematulegicas paralel
vy Hematocrito) para apovyar, 1a nfia

frotis sangu nes
lidad 'de:éste estudio. -

en: el

S.- Concluir respecto a las hemoglnbinup tias ete:tadas
trabaic de acuerdo con la puhlacién m estreada

4?7)



V-MATERIALES Y METODOS

Ve1l.~ MATERIAL BI1OLOGICO:

Se obtuvieron muestras de sanQFE por puncidn dactilar en
donadores voluntarios.

El diagrama de flujo de la Figura No. 2 nos ilustra los pasos

se siguiercon, posteriormente aparecen las hujas de registro

nos musstran los datos recabados para cada donador.

48
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAIJTITLAN UNAM.
DIVISION DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA GENETICA

TRABAJO DE TESIS: "PERFIL  ELECTROFORETICO DE ALGUNAS
HEMOGLOBINOPATIAS EN PERSONAS DE LA CIUDAD
DE MEXICO Y AREA PETROPOLITANA"

DIRIGIDA POR: Q. F. B. MARIA ESTHER REVUELTA MIRANDA

ELABORADA POR: P.O.F.B., VICTOR HUGOD MEJIA MANCILLA.

HOJA COMTROL DE PACIENTES DONADORES

FECHA: DONADDR NUMERD: _
NOMERE

OCUPAC ION BEXD: € ) MASC. - ¢

EDAD: )54 . EST ‘

DDMICILID:

conloor ron'rAl. .‘

1.~ INDIDUE FOR - FAVDR'LAS ENFERNEDADES F'ADECIDAS “(GUE SEAN ' Lg&
IHPDRTGNCIA CLINICA) DURANTE - SU: g R .

mFANCIA 7. pooLescencia JUVENTUD



2.- DATOS REFERENTES A; LA"ASCENDENCIAV (lNDIDUc EL LUBAR " ME
NACIMIENTO Y RAZA). = - RN ;

AEBUELD PATERND:

PBUELA PATERN

ABUELO MATERND

ABUELA MATERI

'fg;sns'

DESAYUNQ

INDIGUE CUANTAS vecas ‘A A CONSUME ™ /LOB. - 61GUIENTES
ALIMENTOS: g R ;
LRt *'CAENE=> HUEVD: ' OTRAS PROTEINAS:

(Bat




5,- PADECIMIENTOS ACTUALES:

¢ ) bpreesTvos € ) RESPIRATORIDS

¢ .curA&Eos. '”5‘:--v;:E- ¢.) NERVIOSOS ...
€ ) CARDIACDS . % <o i () RENALES

¢ ) SANGUINEES -; ”:;? i(-1};?dséﬁsgi '

¢ ) ANIMICOS - . INFECCIOSOS -

¢ .) - MUSCUCARES . ..

oTRES.

ESPECIFIQUELQS TODOS ﬁdR #QVDR:'

LA INFORMACION QUE HA TENIDO A PIEN PROFDRCIONARNDS SERA
TRATADA CON CARACZTER DE TIPD EXTRICTAMENTE CONFIDENCIAL.
"MIL GRACIAS POR SU COLABORACION®.

RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LAS MUESTRAS

FECHA DE ELABORACION: TIEMPD DE ALMACENAMIENTO, e
% DE HEMATOCRITO: MORFOLOGIA CELULAR:

ELECTROFORESIS:

- DISTANCIA DE DESPLAZAMIENTO DE LA Hb:
- VOLTAGE: - % - INTENSIDAD:
L TIEMFO

— BUFFER: : S MY

' OBSERVACIONES: ADICIONALES: (i ' : : e

CONCLUSIONES RESPECTO AL DONADORY




V2~ DESARROLLO EXPERIMENTAL:

El total de 1las muestras analizadas crcvinier'nn i'de dunadcn'es
sanos, estudiantes o trabajadores de la "FAEULTRD pE - ESTUDIDS

SUPERIORES CUAUTITLAN"

El amdlisis electroforético de los’ hemolizadn
utilizando una solucidn buffer de tris-barbital d

soporte-acetato. de :elulosa., .

En cada tira.de aceta_i:ya_de c;”eiqlnéa se" :nrneron simult&neamerte
una muestra de’ hemdglobin'a A (stﬁndard) v otra de- Hemaglobina e

fetal (HbF) cnmo parsmetrn de conhnl.

Cabe aﬁadir que adem& del: aréiisﬁélectruﬂ:ré*;co se realiz: on

'ada muestra de sangre de cada donadnr, ‘las-

dos nruehas mAS a
cuales también FuErnn vegistradas como puede apte:ial‘se en-la’ haja

de cnntrul. .

Primeramente . se‘realizé un frétis sanguinec el 'cual 3 €L$ teﬂ dn
Geimsa con el fin de detectar annma!.la _'
los eritrn:itbs. téle come: Hipocromi a (debido &% lina* :antidad ‘may.
baja de hamuglubina), Pniqutlncitosis (alteraunnes en la Forma) o
anisocitesis (altera:ianes en el tamalfio ), herrélisis etr...,"

en’

mediante El

Posteriormente se2 determind el hematocrito en cada caso cun El ﬂ.n
de tener un parametro en el cual apoyarnos en el caso de resultar
dudoso el arklisis electroforético de alguna muestra. !



v

V.3.- EQUIPO. .

Lancetas estériles especiales para puncidén cutanea 'iPr'opper).
Tubos tapilares Hepar inizatos ‘ ST e
Apl n:adur de muestras

Tiras de’ A:etatu de’ Celulnsa *Gelman" Sepraphure !II ‘5.’7")( 14.4

cms. Fnr mi:rnznma ™ system Cat. No. S51010.
Pm‘taohjetns_ T

éubats de Tin:ién Y Lavado

. natracéé, ‘vasos de precipitados, pipetas y gradilla .~ .
'Prascos viales estériles para recibir y-almacenar las fivestras.

APARATOS!

CaAmara de Electroforesis "Gelman” seini—'~mi-t:|:l:! :‘ché.mbex' SO0 ml.

cap. Cat. No. S1212. .
Fuente de podsr . e
Microcentri fuga para _hematncrito'

b :'micl'u-,hémat:cl'it
29000 118 V.o 1.2

centrifugue” Clay—-Adams, -Inc. New ar}
Amp. &0 Cycles ac. Serie No. r'l 9.:34

154y



- Agua bidestilada

REACTIVDS:

—- Solucién de Etanos al 70%

- Metanol Absoluto

—~ Splucién de 4cidc acdtice al 5% . )
de rojo de Porceau § al 1% en Acido acético al 5%

- Seolucién
- Solucidén
- Sclucidn
ml c/u )
- Tolueno

Snlucién

V.4~ PROCEDIMIENTO:

colorante d= Giemsa
Buffer de Tris-barbital de pH 8.£ {2 volamepes de SO0

ealina fisioldgica

V.g.1.-—

TOMA DE LAS MUESTRAS:

g procedid a desinfectar -la- yema. d:z. uno de
los dedos ({ndice o pulgar del donador
er;:leando pai‘a ellp una torunda humedecida en
Etanol al 70%, a continuacién se procedid a
eFe:t},\al- la puncidn dactilar,

[3-2- 1]



Se recolectd la muestra de sangre completa, la
primera gota se extendid sobre un potaobjetos
para teffirla de aruerdo con la técnica de
Giemsa., La siguiente parte de 1a muestra se
recolectéd in situ dentre de un tubo capilar
beparinirado vy se llevs a la centri<fuga para
determinar el hematocrito, por altimo se
recplectaron 0.4 ml. dentro de un frasco vial
estéril con el fin de prepararla para la
electroforesis.

A CONTINUACION SE DESCRIBIRA DETALLADAMENTE CADA UNA DE ESTAS

FASES:

V.4.2.~

TINCION DEL FROTIS GANGUINED POR EL
METODO DE GIEMSA: (44).

a).— Colocar una gota c_l_e‘_sangre Frésca sobre
&1 pertachietos tes pr'eferible' que sea la
. primera o segunda gota - obtenida de la
punciént, : ’

b .-Con otro pnrtanb,je‘tp"‘s hé:pér un -angulo  de
45°%ocbre 1a gota de.sangre 'y extenderla
con un solo movimiento'suave y-rapide.

c).~Secar el’ frotis'rapidamente al . aire para
evitar la hemdlisis., - .



d).=Cubrir con la solucién cnllarante de Giemsa
durante 3 mihut}ﬁ;, - :

; e).~Enjuagar- suavem
< ldejar secar

Al hacer las observacionés ‘al.microscopio: usca la plr-e'sen:ia EE
poigquilacitasis. (alteracidn: 1a: nisocitosis

talteracion en el tamafio) de:los eri o:?ij:néf lag: :dé}e‘s-’."'abérecen :
en algunas anemias de tipo drepanoctitica’o #alé]\ifm}me-' debidas. ‘a

ciertos tipo;.-‘. de . hemoglobinas annrmanles.v';
Este sencillo amilisis también nos avlda a tener una’ idea: acerca

de si el donador presenta una anemia de tipo hipo:rémi':?“( en tal

caso los eritrocitos se encontraran de un colaor bal?dn)

37y



V.4.3.- DETERMINACION DEL HEMATROCRITO:. (4&)

«—Se recogi® la muestra in situ dentrn de un,
tubo capilar hasta aproximadamente 1 ‘cm.
antes del extremn. A cuntinuacién se;‘
procedié a sellar el tubu ‘apli

por el extemo secp-

b).~Colocar los tuhos dentru“d entrl#ﬁéa
cuidando gue 1a part"

ellad quede hacla
afuera. ST

c).-Centrifugar a 5000 .rpm durante 10 minutos.

d).—Tﬁmar la lectura dividiendo 1la ‘longitud
due ocupa el paquete celular entre 1la
longitud del volumen total de la muestra
y multiplicar el cociente por 100, el
resultado obtenido corresponde ~oal
hematocrito.

La importancia de ésta prueba estriba en que nqs‘puedér seFviF" de”
anpmsyo paré precisar la presentia de cierto tipo. de anemias “tpor
ejemplb las talasemias por lo general son de” tipo- hipo:rémzcoh

ademas si el plasma se observa de un celor amérillu intensu nos
revela cualitativamente un aumento - enk~ las bilirrubinas

{caracterf{stico también de algunos otros casus de anemia).

sar . -



V.d.4,.~

OBTENCION DE LOS HEMOLIZADOS QUE BE UTILIZARAN
EN LA ELECTROFORES1S1. (31)

al.-Colectar aproximadamente 0.5 ml. de sangre
completa -y ' guardar en ‘frascos viales
heparinizados almacenando a una
tempé#att}?q de —10°C.: ¢

bi.
T evitar la
de la

: |;|n;. FL\l_ﬁvd para
de " solucién

;- selicién “salina

bt

Fisiolégica

mezclal- despacio.




gl.— Repetir el lavadn anteriormente descrito
:por 10 menos . dos’. ve:eg :hasta 'que . .el
suhrenadante Cige nbserve O totalmente

transparente

3500 rpm:durante 15, minutos
snbrenadnnte asg

.),'

1 congeladar dentro . - de
recipipnte e-.-.tér;les la hemug!ubina ast
puriF:u:ada :

(1~ 1]



V.4.5,-

PREPARACION DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS:.
(31)

a).- Preparar el buffer de Tris-barbital de’pH
8.6 T et

).~ Llenar “la’ camara

encender la: fuente

).~ Tapar . la

UCerrient
J‘mindtes’co
'sisfe_ma."



V.4.6.-

Ved, 7.~

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO:. (31)

Cak.-

by.-

c) .-

Humedecer las -membranas de acetato e
celulosa en un poco. de la solucien de
Tris-barbital para a continuacién
fijarlas a los puentes de la cimara.

Aplicar seis muestras diferentes sobre
cada membrana. En cada prueba correr
muestras de control (  en éste caso se
corrieron. paralélamente Hemoglobina Alfa
y Hemoglobima Fetal), o

Efectuar el corrimiento a 239 Vottios;
2.5 miliamperes, durante 30 minutos. . 7

TINCION DE:LAS MEMBRANAS:. (31)

a)i—

Tomar con ayuda de las pinzas.céﬂa dna de
las ‘membranas ¥ sumergirlas,’;éﬁ {zuﬁa
solucidn de Rojo de Pqnceéuysiélﬂ_lz,’(en
é:ido'acéti:o al S%) duFahte:E'minutns.

o2



b). - Sacar las. membraﬁas .y pasarlas’- a . otra
cuba'y lavar‘ can i:ida anétic:n al S%
varias ve:es hasta el{m!nar el ev esn del_

colarante, : E;j gt idesea - pueden ser
desh:dratadaé‘ Y a:laradas : sumerqtendu

”primero en‘fe'annl ahsulutn durante -5

1nutns Y. posteriormente en’ ntra snlucxén

de A:idu acétxcu—metanul p:n' ESPEEIO de 5
‘minutns también .’ g

'c).-“Cnmparar las mnvxl:dades ! bandas de

‘cada prohlema con 105 contrnles.

efectua par compnra:mn de

distarcias. recorridas de las muestras.” en re

Poe 6s£e método las He’mugiuhinas’ migran v:vdelr
" positive, en caso ~'de  presentarse ) h_émnglub

pueden ser identificadas y/o :qanti«Fi:aHés'
siguientes métodcs: =

a).- Solubilidad -de fosfates (pr‘uekbra
hgmuglnﬁina S). o

b).~ Desnaturalizacién alcalina (prueba : “espeect fica ‘para - la
hemoglubina fetal). '

c).- Densitometrsf a.



GRAFICMAa No 3

DISTANCIAS DE CORRIMIENTO ELECTROFORETICO
DE LOS PRINCIFALES TIPOS DE HEMOGLOBINAS
NORMALES Y ANORMALES - C31)
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VI- OBSERVACIONES Y RESULTADOS

A un total de 217 donadores se les determind si eran portadores de
hemoglobinas anormales mediante examen de electroforesis a pH 8.6
en Tris—-barvpital, se determind ademas su valor de tematocrite,
frétis sanguineo y se indagd acerca de su origen, encontrindoze lo
siguiente:s

HEMOGLOBINAS ANORMALESS

Da las 217 muestras de donadores. sanos sometidas a  estudio,
ninguna de ellas presenté un desplazamiento anormal en la
electroforesis con respecto a -velocidad de migracién y/o a
distancia  recorrida; lo' cual nes indica la inexistencia  de
homoglobinas anormales-en t“e‘la:‘it_srﬁ a",los estandares de hemoglebina
"A" y hemoglobina "F" pt.ilizAardus.‘ )



No es de sorprender éste resultade, pues en estudios realizados a
un grupo de 1000 donadores del "Centro Médice la Raza" tan sola
lograron detectarse 79 de ellos con hemoglobinas anormales ( es
decir el 0.9% ), situacién que, consideramos pudiese haberse
presentado en el caso de no trabajar con voluntarios ( ya que
el nuamero de muestras fué significativa ) y haberlo heche con
"dunadores”. que comercializaban su sangre, tomando en cuenta que
quizas el namero de ellos hubiese side mayor, de ninéuﬁa manera se
pretende . relacionar que a. ﬁaybr dériau:ién mayor riesgo de -
alteraciones en la hemoglebina. <=7 0 7 R . :

Er todos los casos estudiados -1a . distancia 'gle. migraron ‘las
" muestras de hemoglobina fus de. 0.8 cms.”

¢.ver Figura No. 330,

HEMATOCRITOs

Se determind el valnr del hematucritn separandn a los dnnadnres en
hombres y muieres, en:nntrindnse lns siguiente-~

,j

E1l valor prcmedxn del: hematccrito para lns 93 humbres Fué de 48.6%
con valores. extremos. de 527: Y. 41'/. as! como gna desvla:ién-:-.
esténdard de +3.6%




Para las 124 mujere=,e1 valor promedio ' de hematocrito. . fué de
43.37% con va!ores extremus de a7% .y 36A as& .coma - una . desviacién
estandard de * 2 Br

ASCENDENCIA U’ ORIGE!

iﬁdagar a:ér:a : ascéﬁﬂéﬁ;ia tprincipalmente sus
nrouenitnras'

ose losrrésu1tados que se resamen. en la
tabla Nn._ S 3

ﬂs;mlsmo e 4 se han’ llevado los datos de la tabla

la:figura’
Nn. ‘3. a un: mapa de la: Repﬁblica Henicana en el .cual es de ‘notar la
incidencia en-cuanto al orén de los donadores przncxpalmente sobre
el Distrito Federal vy estadns circunvecinos (  _exceptuande el

_ estado ‘de Tlaxcala) lo cual de alguna man2ra apoya la finzalidad
del presente trabajo. :



FIGURA NUMERO 3

EJEMPLO DE LOS CORRIMIENTOS EN UNA MEMBRANA DE

ACETATO DE CELULOSA EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO.
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TABLA

NUMERO 3

INCIDENCIA EN CUANTO AL ORIGEN DE LOS

DONADORES O DE SUS PROGENITORES.

ENTIDAD

FRECUENCIA %
DISTRITO FERERAL 63 . 29.03
ESTADD DE MEXICO &0 27.47
H1DALGO 15 o &.91
PUEBLA 13 : 6.00 :
GUANAJUATD 12 5.53
MICHOACAN ‘10 ‘ L4690
VERACRUZ 7 - i 3.22
GUERRERO 2.76
DUERETARD 5 2.30
MORELOS z T1.38
DAXACH 3 1.38
YUCATAN 3 1.38
COAHUILA 1 0.46
CHIAPAS 1 0.46
SAN LUIS POTOST 1 0,36
TLAXCALA 1 0.45
2ACATECAS 1 10,48
nmql () 12 &.52
' TOTALES 217 " To0. dox

(co



FIGURA NUMERO 4

LOCALIZACION GEOGRAFICA EN CUANTO A LA INCIDENCIA DEL

LUGAR DE ORIGEN DE LOS DOMNADORES O DE SUS PROGENITORES.

\—

60 - 63 CASDS Vs -7 casts
12 = 15 CASOS = CASOS

10 cASOS [ 1 cAso

7o)




se nbtuvieron lns promedi

e A e o AN U S SN S TR 1 1

De los 217 donadores voluntarios muestreados: a! zar. en .la
Facultad de Estudios Superiores Cautitlan se les’ apli:é acada’

uno de ellos una encuesta en una hnja de regfstr - N a'i* cual se
evaluaron los aspectos mas zmpuv‘tantes - acerlﬁa LBl Estadn de
salud, habitos ete. Se les toms una muestra arggre la . cual
después de ser preparada . ::or _s'e‘f(' examiné

electroforéticamente en un buffer de tris—barbital de’ - pH=8.& v

utilizando como medio de supnrte el celulosa, ' se
" se elaboréd un

frétis sangulnen con el fin: de detactal‘ pésibler anormalidades en

E donédures Fuerun primeramente
g upénduse en ocho clases de
:lase el .intervalo fué da 2 alos ),
de peso  corporal, /hematocritnf Yy

acuerds - con su edad ( en c

‘:nrrimientn ele:trn#nr&tico. S

Las tablaslque resumen lns resultsdos asx como lnsl histugr'amas Y

“poligonos . de ‘Frer:uen:ia :urrespundientes . se mostraran a

continuacidn.



T A BUL A No. 4

DISTRIBUCION PARA LOS DONADORES VUARONES

(93 DE 217 = 42.85% )
CLASE PRONED10 DE HENATOCRITO SoRRINIEN
ELECTRGFORETIC
(EDAD EK ANOS) FRECUENCIR PESO EN Kg. PRONEDID % “c'gnéﬁﬁ 0
" 16-20 18 67,8 51,7 0.8
822 .0 64.0 586 2.8

25

2224

2426

38-38

EXET




GRAFICA Mo. 4

HISTOGRAMA ¥ POLIGONO DE FRECUENCIA

POR EDADES PARA LOS DONADORES UARONES

FRECUENCIA
26—
18—
48 . 2B 22 o 24. 86 . 28 - 38 . %2 X tom
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T aAaBULA N o k]

DISTRIBUCION PARA LOS DONADORES MUJERES.

€ 124 DE 217 = 57.14% >

<LRSE PRONEDID DE | REMATOCRITO | _ COR g"&ﬁ"‘?
ELECTROFORETI ¢
(EDED EN ANDS) FRECUEHSI PESY EN Xy, PROMEDI0 « TE AT
18-28 19 . 58,42 41,88 8.8
T TR 5 46.60 2.8
44,20 - 8.8

TR U IS RS X

" ges6,43



GRAFICA No S

HISTOGRAMA ¥ POLIGONO DE FRECUENCIA FOR
EDADES PARA LOS DONADORES MUJERES




CRAFICH Ko 6

HISTOGRAMA ¥ POLIGONO DE FRECUENCIA GLOBAL.
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Como podemos apreciar en los histogramas y - en les poligonoz de
frecuencia (especialmente en los globales), la mayor parte de los
donadores que contribuyeron con el presente trabajo son ‘jévenes
cuyas edades oscilan entre los (8 y 26 afNos, al -analizar ‘las
encuestas notamos que en su, totalidad son personas sanpas tanto  en
su estado actual como en sus  antecedentes gendticos - con una
alimentacién aceptable en cuanto a contenido y variedad de
nutrientes. o

L)



VI-DISCUSION

1.~ Bajo las condiciones en.las que se efectus el currzmientn
electroforético en ister casg’ (250 anf.ins,‘ 2.5 mAmp, en
buffer de Tris-barbital de pH 8. 6 ) la Hemoglobina - migrél sal’ s
catndo tan solo 0.8 cms. b S

2.- En cada una de las icl‘as' si108" her atacritos parecen estar q’itjn‘ .

elevados, sin emblar'g

bastante a 105 repm'ta os en’la iteratura._ Curinsamentee Sen

los varones se abs' va na‘tendencia a’la disminuciénl

hematocrito:a; me A q CH aumenta la edad, mientras que‘en las}. ‘

nujeres se, manti

3.~ En velacién eon: 1os 3 en’” ningt’xn ca_sp"_}se

nbservar‘nn e los

eritru:itn L'lal‘ des:arta adn” mids ia de
-hemagl ubin P

- Cumn ya. se umeni:innadc 'anterim’mente; Tem

© las

muestras de lo

t nnadores. . o

Rre 2

los prnmedins generales Yae ugﬁa'n' :



VEstudius realizadDSv anteriormehﬁér

TESIS WO BEBE
Sﬂﬁgh DE LA BILIGTES

VIL-CONCLUSIONES

Mediante é&ste tihu de estudios tratamos de detectar ademis de
alteraciunes:en‘la hemoglobina, anormal idades en.la forma vy
en el tamaﬂn 1de “las’  eritrocitos (poiquilocitesis .y

anisocitasx

‘vdunadbves
da; ésta
Fuese de tal

prnfesionales revelarnn una 1ncid nc'

El  corrimiento de emhranas' de
celulosa contra los TN arruJé

resultados claros.

e



Consideramos gue los datos registrados en las hojas de
control acerca oe los habitos de cada voluntario nos orientan

acerca de las condiciones generales de salud de cada uno de

" ellos, ademss -de-arrojar informacién acerca de antecedentes

batnlégicns ( prr:ipius o familiares), en cuyos casos nada
encontramos acerea de indicios de hemoglobinopatf as
cdnsangm neas. )

La realizaéiéh de aste ﬁipo de estudios es importante pues
solo 'se«hanll»ev‘adu a‘eabo en ciertn:,i.'.ipo de’ poblaciones en
las ‘cuales, por asi ‘decirlo, -es’ de esperarse  cierta
inciden:ia, éin embargo nq_' se ]h_arl':\!. an: realizado. en  una
pnbla:ién de individuos residentes e‘n.lel"Disfrifn Federal 'y
areas. Circunvecinas, ademis “una povb‘lagi.én:. j&ven, sana ¥

activa, por tanto ' pedemos CAnferir o no _."encontramos
hemoglobinppatias. coma factor de Fieégn,.'_;por_‘l,yejer‘nbl,lnr, en . -una

posible transfusidn.

80)-
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